
患者的病期越晚 ,免疫功能越差 ,反之 ,患者免疫功能

越低下 ,提示病期愈晚 ,预后愈差。故术前患者的免

疫状态可间接提示患者预后。

本研究结果显示胃癌组术前 HLA - DR细胞百

分率与对照组接近 ,这可能是由于荷瘤患者体内的

CD4细胞在成为活化的 T辅助细胞后 ,其介导的抗

体依赖细胞介导的细胞毒效应 (ADCC)在不断地进

行 ,尽管机体的宿主免疫受到不同程度的抑制 ,但作

为细胞免疫中重要的免疫活性细胞 T细胞活化过程

仍在不断进行 [ 3 ]。术后胃癌患者 CD69、HLA - DR

细胞百分率明显升高。这是由于胃癌患者的免疫抑

制是肿瘤源性的 ,即与肿瘤细胞分泌的可溶性免疫抑

制因子有关。肿瘤切除后 ,免疫抑制因子减少 ,机体的

免疫功能得到恢复 ,宿主的抗瘤免疫能力逐渐增强 ,

通过 HLA - DR诱导出强烈的 T细胞免疫应答 ,导致

CD4阳性 T细胞的活化和产生各种细胞因子 ,同时促

进 CD8或 CD4阳性 T细胞介导的 ADCC效应增强 [ 5 ]。

因此 ,切除肿瘤可促进机体细胞免疫功能活性增强 ,从

而有益于改善患者的细胞免疫功能。本研究结果还显

示 ,晚期 (Ⅲ、Ⅳ期 )胃癌患者术后 CD69、HLA - DR阳

性细胞百分率较术前明显上升 ,行根治手术者与姑息

手术者相比 ,差别无显著性意义。这一结果和有些学

者在大肠癌方面的研究结果有所不同 [ 6 ]
,可能与本研

究中姑息手术者原发病灶均给予切除有关。

综上所述 ,我们认为对胃癌患者应争做根治性手

术 ,即使对于较晚期的患者也应争取姑息性切除 ,最

大限度地减轻肿瘤负荷 ,减少肿瘤所产生的免疫抑制

因子 ,以利于患者术后免疫功能的恢复及后续治疗。

此外 ,了解患者术后的免疫状态 ,对判断其预后有一

定的临床意义。
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甲醛致 W istar大鼠骨髓细胞遗传毒性研究 3
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摘　要　目的　检测经不同浓度甲醛染毒后所致大鼠骨髓细胞的遗传损伤。方法　采用 KCl - SDS沉淀法检测液态甲醛

所致 DNA -蛋白质交联 (DPC)效应和单细胞凝胶电泳技术检测甲醛对 DNA的损伤效应。结果　低浓度的甲醛 (5μmol/L和

25μmol/L)不能引起 DNA -蛋白质的交联但可造成骨髓细胞 DNA的严重断裂 ( P < 0. 01 ) ;较高浓度的甲醛 ( 125μmol/L,

625μmol/L)可以产生明显的 DNA -蛋白质交联作用 ( P < 0. 01)。结论　甲醛可造成骨髓细胞 DNA的断裂和 DNA -蛋白质交

联 ,而 DNA -蛋白质交联可以对细胞产生严重的遗传毒性 ,这可能是甲醛导致白血病的分子机制。

关键词　甲醛　白血病　遗传毒性　骨髓细胞　DPC　单细胞凝胶电泳

Study on Genotox ic ity of L iqu id Forma ldehyde on M arrow Cells of W istar Ra t. 　W ang Kun, Zhou Yanqing, Q iao Yongkang, Yang
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ty, Hubei 430079, China

Abstract　Objective　To exp lore the DNA damage of marrow cells of rat after formaldehyde exposure. Methods　This study used

KCl - SDS assay to access the effect of the DNA - Protein crosslinks by the liquid formaldehyde, and single cell gel electrophoresis tech2
nique ( comet assay) was used to test the DNA damage. Results　Low strength formaldehyde ( 5μmol/L and 25μmol/L ) can not cause

DNA - Protein crosslink but significantDNA strands breaks( P < 0. 01) ; the higher strength formaldehyde (125μmol/L and 625μmol/L)

can cause obvious crosslinks( P < 0. 01). Conclusion　The effects of Formaldehyde were both a DNA strands breaks and DNA - Protein

crosslink, and the latter can work severe genotoxicity on cells, that could be the molecule mechanism of leukem ia cause by formaldehyde.

Key words　Formaldehyde; Leukem ia; Genotoxicity; Marrow cells; DPC; Single cell gel electrophoresis

　　甲醛是一种常见的室内装修型化学空气污染物 ,

以其来源广、污染水平高、污染持续时间长、毒性大等

特点受到人们的广泛关注。许多研究证实 ,甲醛具有

遗传毒性和致突变性 ,可以导致 DNA链断裂 (DNA

strand breakage )、DNA - DNA 交联 ( DNA - DNA

crosslinks, DDC)以及 DNA -蛋白质交联 (DNA -

p rotein crosslinks, DPC) [ 1 ]
,其中 DPC在致癌性和致

突变性中具有至关重要的地位。甲醛所引起的 DPC

效应相关的研究发现 [ 2～4 ] , DPC能造成生物分子遗

传损伤 ,WHO在其文件中指出 [ 5 ]
, DPC可以作为机

体潜在突变的分子标志物. 由于 DPC是癌变的重要

事件之一 ,甲醛与 DPC的量效关系已被用于甲醛致

癌性的危险度评价。DPC要修复到正常水平需要

24h,影响了 DNA的复制 ,导致 DNA的错配和基因丢

失 ,会引起细胞突变和癌症发生。

甲醛现已被世界卫生组织列入确定的人类致癌

物 ,已被肯定可以导致鼻咽癌 ,并被怀疑可以引起儿

童白血病 [ 6 ]。流行病学研究的结果表明 ,甲醛可导

致白血病 ,但诱导人感染白血病产生的机制尚不清

楚。为了进一步研究甲醛引发白血病的可能机制 ,本

实验针对白血病发源的骨髓细胞进行研究 ,采用 KCl

- SDS沉淀法检测甲醛致大鼠骨髓细胞 DPC效应以

及单细胞凝胶电泳的技术检测对 DNA的损伤效应和

遗传毒性进行研究 ,以期进一步了解甲醛引发白血病

的可能机制。

材料与方法
1.实验材料 :W istar大鼠 (雄性 ,体重 200～250g)购自湖

北省防疫站动物实验中心。

2.主要试剂和仪器 : ( 1 )试剂 : 10%甲醛溶液 ( SIGMA公

司 ) ,蛋白酶 K (Merk公司 ) , Hoechst33258荧光染料 ( SIGMA

公司 ) ,正常熔点琼脂糖 ( Shanghai) ,小牛胸腺 DNA ( SIGMA

公司 )低熔点琼脂糖 ( Premega) ,吖啶橙 (A. O ) , PBS缓冲液 ,

十二烷基硫酸钠 (Merk公司 ) 0. 4%台盼蓝溶液 ,其他试剂均

为分析纯。 (2)仪器 :三用电热恒温水箱 (北京市长源实验仪

器厂 ) , 4160 - 2型甲醛测定仪 ( 美国 INTERSCAN公司 ) ,

DYY - III型电泳槽 (北京市六一仪器厂 ) , DYY - 11B型三恒

电泳仪 (北京市六一仪器厂 ) ,低温冷冻离心机 ( Eppendorf ) ,

BH - 2型荧光显微镜 (OLYMPUS) ; 0. 635cm 450万相素数码

相机 (N ikon) ,荧光分光光度计 ( F - 4500,日本日立 )。

3.实验方法和材料 : (1)骨髓细胞悬液制备及染毒处理 :

颈椎脱臼处死大鼠 ,用 37℃ PBS缓冲液冲出股骨腔中骨髓细

胞 ,以 800 r/m in离心 5 m in收集细胞 ,去掉上清液 ,用

015m lPBS (pH = 7. 5) 缓冲液重悬浮细胞并调整细胞密度 ,台

盼蓝排斥法检测细胞活力 ,细胞存活率 > 95% ,细胞密度为

105～106个 /m l。细胞吹打均匀后 ,向每个 1. 5 m l的离心管中

各加入 0. 5 m l骨髓悬浮细胞 ,然后加入液态甲醛使得其终浓

度分别为 0, 5, 25, 125, 625μmol/L,对照组加入 PBS缓冲液 ,

在 37℃的水浴中孵浴 60m in。 (2) DPC的检测 - KCl - SDS沉

淀法 [ 3, 7～9 ] : 1) KCl - SDS沉淀法的原理 : SDS可以和 DPC以及

其他的蛋白结合 ,而不和自由的 DNA结合 ,在向样品中加入

KCl溶液时可使 DPC和蛋白质沉淀下来 ,而自由的 DNA留在

上清液中。将上清液转移后 ,再向沉淀中加入蛋白酶 K除去

蛋白质使 DPC中的 DNA游离出来 ,并用荧光法测定此 DNA

的含量以及原液中 DNA的含量 ,计算交联 DNA和总 DNA的

比值 (交联 DNA / (交联 DNA +自由 DNA ) )进而得出 DNA和

蛋白质的交联程度。2)细胞的裂解 :在制备好的骨髓细胞悬

液中分别加入 0. 5m l 2%的 SDS溶液并轻微振荡 ,然后将混合

液 65℃水浴加热 10m in,裂解细胞。3)游离 DNA的分离 :从

水浴中取出并加入 100μl溶于 20mM Tris - HCl的 110M的

KCl(pH = 7. 5) ,将混合液 6次穿过 1m l的聚丙烯枪头 ,从而

使 DNA长度统一 (因 DNA片段的长度可影响该方法的准确

性 )。由于 SDS可以和游离的蛋白质及 DNA -蛋白质交联结

合而沉淀下来 ,而游离的 DNA留在悬液中。在冰上冷冻样品

5m in后 , SDS - K+沉淀 (包括蛋白质和 DPC)可以形成 ,然后

10000 r/m in 4℃离心 5m in收集沉淀 ,并将上清转入另一离心

管 (5m l)中。再加入 1m l的清洗缓冲液 ( 0. 1 mol/L KCl, 0.

1mmol/L EDTA, 20m mol/L Tris - HCl, pH = 7. 5)重悬浮沉

淀 , 65℃水浴加热 10m in,冰上骤冷 5m in,如前述离心 ,如此清

洗 3次 ,每次都将上清转入上述离心管中。4) DPC中结合

DNA的分离 :最终的沉淀重悬浮于 0. 5m l的清洗缓冲液中 ,然

后加入 0. 5m l的蛋白酶 K ( 0. 4mg/m l,溶于清洗缓冲液中配

制 ) , 50℃消化 3h,从水浴中取出 ,冰上骤冷 5m in, 12000 r/m in

4℃离心 10m in,收集上清液 (其中包括 DPC中的 DNA )。5)

DPC的定量 :先制作 DNA浓度的标准曲线 :用清洗缓冲液配
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制终浓度分别为 0ng/m l, 100 ng/m l, 300 ng/m l, 500 ng/m l,

750 ng/m l, 1000 ng/m l, 1500 ng/m l, 2000 ng/m l, 3000 ng/m l,

5000 ng/m l的小牛胸腺 DNA标准液 ,紧接着加入 1m l新鲜配

制的 400 ng/m l的荧光染料 Hoechst33258,使终浓度为 200

ng/m l,置于暗处 30m in,用 F - 4500型荧光分光光度仪在

350nm激发光和 450nm发射光下测得各浓度的荧光值 ,制备

标准曲线 ,所制备的标准曲线如图 1所示 , 回归方程为 : y =

214423 + 0. 0028x, r = 0. 9988.将染色后的样品用 F - 4500型

荧光分光光度计测定其荧光值 ,根据标准曲线来定量交联交

DNA和自由 DNA,再计算 D PC系数 :

图 1　D NA浓度的标准曲线

　　 (3)单细胞凝胶电泳实验 : 1)彗星实验原理 :彗星实验又

称为单细胞凝胶电泳实验。在通常情况下 , DNA双链以组蛋

白为核心形成核小体 ,组蛋白对 DNA结构起到重要的保护作

用。在细胞裂解液的作用下 ,细胞膜、核膜被破坏 , RNA、蛋白

质等从细胞中逸出 ,扩散到裂解液中 ,只有核 DNA仍留在凝

胶中原来的位置 ;在碱性条件下 , DNA双链解旋成单链。如果

细胞未曾受到污染物所致的损伤 ,核 DNA经荧光染色后核基

本呈圆形 ;如果细胞曾经受到 DNA断裂剂的损伤 ,核 DNA所

产生的断片在电场力的作用下向阳极移动 ,经荧光染料染色

后 ,形如彗星 (故称为彗星实验 )。若断裂剂的浓度越高 ,则核

DNA断片越多 ,电泳后彗尾 ( tail moment)越长 ,尾部 DNA的

含量 ( tail DNA% )也就越高 ;如果该种污染物在高浓度同时

具有 DNA交联剂的作用 ,则断片之间可以形成交联得到固

定 ,在凝胶中不易向阳极移动 ,反而出现 tail moment和尾

DNA%数值降低的现象。2)彗星实验步骤 :单细胞凝胶电泳

实验参照 Tice[ 1 ]等和鲁志松 [ 2 ]等人描述的方法操作并稍加改

进。在市售的毛载玻片 (75mm ×25mm )上铺第 1层 180m l质

量分数为 1%的正常熔点的琼脂糖 (NMA) ;待其凝固后 ,铺第

2层 100μl质量分数为 1. 0%的低熔点琼脂糖 (LMA )和细胞

悬液的混合液 (体积比为 3∶1) ;第 2层凝胶固化后 ,铺第 3层

质量分数为 0. 8%的低熔点琼脂糖 100m l。固化条件均为

4℃,时间为 20m in. 将制备的凝胶放入冷的细胞裂解液

(215mol/L NaCl, 100mmol/L Na2EDTA, 10mmol/L tris, 1%十

二烷基肌氨酸钠 , 1% tritonX - 100, 10% DMSO, pH10 )中 ,

4℃下裂解 2h,然后放入蒸馏水中漂洗 3m in,以洗去凝胶表面

的盐分 ,再放入电泳槽中。将新鲜配置的电泳缓冲液 ( 1

mmol/L Na2EDTA, 300mmol/L NaOH, pH13)倒入电泳槽 ,约覆

盖过载玻片 0. 25cm,盖上盖子 ,静置 20m in使双链 DNA解螺

旋。调节电泳液液面高度 ,于 13V, 115mA下电泳 20m in。电

泳完毕 ,取出载玻片浸入 0. 4mol/L tris缓冲液 (pH7. 5) ,中和

30m in。用吖啶橙 (20mg/L )染色 5m in,双蒸水洗掉表面的染

料 , 24h内在荧光显微镜下观察。3)试验数据的统计分析 : 利

用 CASP彗星图像分析软件对实验所得的彗星图像进行了数

据分析 ,见图 2、图 3。如图 2所示 ,低浓度甲醛处理的大白鼠

脑细胞经单细胞凝胶电泳后呈现因 DNA分子损伤而形成的

彗星图形 ,在荧光显微镜下可见浓集闪亮的头部和分散暗淡

的尾部。图 3是经 CASP彗星图像分析软件分析后 ,由于荧光

强度的不同而显示出慧头和慧尾的清晰轮廓。

图 2　低浓度的甲醛处理的大白鼠脑

细胞形成彗星图形

图 3　CASP彗星图像分析软件对

图 1中彗星图形的处理结果

　　4.试验数据的统计分析 :实验测得的各项数据用 O ri2
gin611统计软件分析并进行 t检验和绘图。

结　　果

1.甲醛致大鼠骨髓细胞 DPC效应 :不同浓度的

甲醛染毒后 ,用 KCl - SDS沉淀法检测各浓度甲醛诱

导生成 DPC的实验结果见图 4。实验结果显示 :经

5μmol/L和 25μmol/L甲醛染毒处理后 ,大鼠骨髓细

胞的 D PC系数与对照组相比没有发生显著的变化 ,
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但是 ,当甲醛浓度升高到 125μmol/L和 625μmol/L

时 , D PC系数显著上升 ,且 DPC含量与对照组相比有

极显著差异 ( P < 0. 01)。该结果说明甲醛在低浓度

时 ,不会引起 DPC或者少量 DPC的生成 ;在较高浓度

时 ,甲醛能够显著地诱导 DPC的生成 ,且甲醛浓度与

DPC含量具有明显的量效关系。

图 4　不同浓度液态甲醛致大鼠骨髓细胞 D PC效应

3与对照组比较 , P < 0. 01

2.甲醛致大鼠骨髓细胞 DNA断裂效应 :不同浓

度甲醛染毒后大鼠骨髓细胞 DNA的受损作用如图 5

所示。当甲醛浓度为 5μmol/L和 25μmol/L时 , tail

DNA %和 tail moment数值都比空白对照组高 ,差异

均具有高度显著性 ( P < 0. 01)。说明在这两个浓度

下甲醛诱导了 DNA链的断裂 ,断片增多 ,迁移率高。

当甲醛浓度进一步升高到 125μmol/L和 625μmol/L

时 ,尾 DNA%与 tail moment相对于 25μmol/L组呈下

降趋势 ,且 625μmol/L染毒组低于空白对照组 ,并具

有差异显著性 ( P < 0. 01)。说明在较高浓度时 ,甲醛

诱导了核内 DNA交联物 [DDC和 (或 ) DPC ]的形成 ,

使 DNA在电泳中泳动受阻 ,迁移率降低 ,参数值下

降。这与上述甲醛致骨髓细胞 DPC效应的实验结果

是一致的。

讨　　论

1.甲醛致 DPC的前期研究 :早在 20世纪 70年

代 ,即有学者发现甲醛可导致 DPC的产生。其后 ,大

量的体内和体外实验表明 ,甲醛引起的 DPC在多种

类型的细胞中广泛存在 [ 3, 7～10 ]。Casanova M等进行了

相关的体内实验 ,他们证实急性甲醛吸入可诱导大鼠

和恒河猴鼻黏膜 DPC的形成 [ 10 ]。同时 ,他们认为甲

醛是具有高度水溶性和化学活性的物质 ,吸入过程中

大部分甲醛会在上呼吸道接触部位沉积和吸收 ,因此

甲醛所导致的 DPC只可能在接触部位形成。而 Sha2
ham J领导的研究小组在体内实验中发现 ,暴露于甲

醛工人的外周血淋巴细胞和白细胞中可以检测到高

出非暴露工人水平的 DPC,而且暴露年限与 DPC水

平之间存在线性关系。因此他们认为 DPC可作为甲

醛职业暴露的生物标志物。目前 ,甲醛导致 DPC的

效应及其危害已被广泛认同 ,但是对于甲醛是否可在

体内导致非靶细胞 DPC形成上存在争议。

图 5　不同浓度甲醛致大鼠骨髓细胞尾矩和尾部 D NA %的水平变化

3与对照组比较 , P < 0. 01

　　2.甲醛致 DPC形成的机制 :甲醛是醛类化合物

中最简单的小分子 ,其毒性效应的一个重要方面是源

于它的羰基亲电性和较小的空间位阻 ,使其易于与核

酸和蛋白质发生交联。在体内或体外甲醛先与蛋白

质或核酸上的自由的氨基反应生成不稳定的羟甲基

加合物 ,然后再进一步与核酸或蛋白质反应形成稳定

的交联物。甲醛主要引起 DNA和组蛋白的交联 ,该

过程是甲醛先快速和组蛋白反应 ,然后再和 DNA环

外的氨基结合形成 DPC,主要涉及到组蛋白赖氨酸

的ε-氨基和 A /G碱基的环外氨基 ,其主要结构为 :

histone - NH - CH2 - NH - DNA。

3.骨髓细胞的功能和白血病 :骨髓中存在着一种
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能生成各种血细胞的原始细胞 ,即造血干细胞 ,这类

细胞在人胚胎初期开始造血 ,后在一定的微环境和某

些因素的调节下 ,增生分化产生各类血细胞 ,从而使

骨髓在人胚胎后期至生后终身成为主要的造血器官 ,

同时造血干细胞具有自我复制能力。白血病是造血

系统的一种恶性疾病 ,表现为骨髓中产生大量的不成

熟的白细胞进入到血液中。临床表现主要为异常白

细胞进行性增生 ,导致正常白细胞持续减少。研究发

现 ,白血病前期是由于造血干细胞间变 ,进而恶变导

致骨髓造血功能异常 ,表现为骨髓一系或多系造血前

体细胞分化成熟障碍 ,引起不同程度的血细胞数量、

功能和形态改变 ,最终演变为急性白血病 (AL )。目

前 ,用组织相容性抗原 ( HLA )相合的正常骨髓移植

到患者体内可达到重建其造血功能的目的。

4.甲醛污染与白血病 :流行病学研究的结果表

明 ,甲醛可导致白血病 ,但诱导人感染白血病产生的

机制尚不清楚 ,因此世界卫生组织专家组把甲醛现列

入可疑的致白血病化合物 [ 1 ]。本研究结果显示 :甲

醛在低浓度时 ,不会引起 DPC或者少量 DPC的生

成 ;在较高浓度时 ,甲醛能够显著地诱导 DPC的生

成 ,且甲醛浓度与 DPC含量具有明显的量效关系。

有关文献指出 , DPC是一种 DNA加合物 ,是 DNA损

伤最严重的形式之一 ,而且非常难以修复 ,可以造成

强烈的细胞遗传毒性。我们的大鼠体外实验研究结

果表明 ,高浓度的甲醛染毒可以导致大鼠的骨髓细胞

出现 DPC,并具备明显的剂量效应关系。这为甲醛

可能导致白血病的分子机制提供了一条研究线索。

低浓度 (5μmol/L和 25μmol/L)甲醛主要具有致

DNA断裂的作用 ,而高浓度 (125μmol/L和 625μmol/

L)甲醛主要具有致交联作用 ,而 DNA -蛋白质交联

可以对细胞产生强烈的遗传毒性。白血病是骨髓中

的造血细胞发生 DNA损伤、基因突变而产生的恶性

肿瘤。我们的实验发现甲醛对骨髓细胞有遗传毒性 ,

因此可能诱导骨髓细胞发生 DNA损伤和基因突变 ,

进而诱导白血病。
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城镇居民基本医疗保险 2007年试点

2007年 1月 18日 ,全国劳动和社会保障工作会议透露 , 2007年劳动和社会保障部将启动以大病统筹为主的城镇居民基本

医疗保险制度试点。该部 2007年将完善推行试点工作的相关配套政策和措施 ,切实加强医疗保险管理能力建设。多渠道落实

参保资金 ,着力解决困难企业和关闭破产国有企业退休人员医疗保障问题。大力推进非公有制经济组织从业人员和灵活就业人

员参加医疗保险。加强生育保险服务管理 ,规范生育保险给付和经办管理程序 ,推行生育医疗费用由经办机构与定点医疗机构

直接结算办法 ,加强生育保险基金监督、管理。2007年还将以矿山、建筑等高风险企业为重点行业 ,以大中城市为重点地区 ,扩

大工伤保险覆盖面 ,力争实现医疗保险参保人数达到 1. 7亿人 ,工伤保险参保人数达到 1. 12亿人 ,生育保险参保人数达到 0. 7

亿人。
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